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(54) Title: AFFINITY SENSOR FOR DETECTING SPECIFIC MOLECULAR BINDING EVENTS AND USE THEREOF 

(54) Bezeichnung: AFFINITATSSENSOR FOR DEN NACHWEIS SPEZIFISCHER MOLEKULARER BINDUNGSERE1GN1SSE UND 
DESSEN VERWENDUNG 

(57) Abstract 

The invention relates to an affinity sensor for detecting specific molecular binding events, for use in the field of molecular biology, 
e.g., in medical diagnostics, especially in biosensor technology or in DNA microarray tests. The aim of the invention is to provide an 
affinity sensor of this type for rapidly, sensitively, specifically, economically and routinely detecting the presence of molecules, especially 
bioactive molecules, and to provide special applications for an affinity sensor of this type. To this end, the inventive affinity sensor consists 
of a support substrate (1) which is provided with at least two electrodes (2). Said electrodes are situated equidistantly from each other 
and cover an area (4) on both sides, at least this area (4) being provided for receiving immobilised specific binding partners (5) which are 
capable of coupling complementary corresponding binding partners (6) directly or with other specific binding molecules (7). The area (4) 
is established with a minimum width b, in such a way that at least one complementary corresponding binding partner (6) which is provided 
with an electroconductive particle (62) can be received in said area in such a way as to guarantee the possibility of a tunnel-type contact 
junction forming between the particle (62) and the electrodes (2) in each case. The affinity sensor is used for biomonitoring. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft einen Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer molekularer Bindungsereignisse, wie er insbeson- 
™ A w dem molekularbiol °g ischen Gebiet, z.B. der medizinischen Diagnostic speziell bei der Biosensor-Technologie oder in 
DNA-Microarray-Tests, Anwendung findet Die Aufgabe der Erfindung, einen Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer moleku- 
larer Bmdungsereignisse zu schaffen, welcher in schneller, empfindlicher, spezifischer, aufwandgeringer und routinemassiger Weise die 
Anwesenheit von Molekulen, msbesondere von bioaktiven Molekulen detektiert, sowie spezielle VerwendungsmSglichkeiten fur einen der- 
artigen Affinitatssensor anzugeben, wird dadurch geldst, dass ein Affinitatssensor aus einem Tragersubstrat (1) besteht, das mit wenigstens 
zwei zuemander in einem aquidistanten Abstand angeordneten Elektroden (2) versehen ist, die beidseitig einen Bereich (4) erfassen wobet 
zumindest dieser Bereich (4) fur die Aufnahme immobilisierter spezifischer Bindungspartner (5) vorgesehen ist, die befahigt sind, komple- 
mentar zugehonge Bindungspartner (6) direkt oder iiber weitere spezifische Bindemolektile (7) zu koppeln und der Bereich (4) mit einer 
2^S2f?7S? so u feSt ? elc ^ lst ' dass zumindft st ein komplementar zugehoriger Bindungspartner (6), der mit einem elektrisch leitfahigen 
Parukel (62) versehen ist, im genannten Bereich derart aufnehmbar ist, dass zwischen dem Partikel (62) und den Elektroden (2) ieweils 
die Moghchkeit zur Ausbildung eines Tunnelkontaktubergangs gewahrleistet ist, und dieser Affinitatssensor zum Biomonitoring eingesetzt 
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Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse und dessen Verwendung 

Beschreibung 


Die Erfiiidung betrifft eiiien Affinitatssensor fur den Nachweis 
spezifischer molekularer Bindungsereignisse, wie er insbesondere auf 
dem molekularbiologischen Gebiet, bspw. der medizinischen Diagnostik, 
der Biosensor- oder DNA-Microarray-Technologie, eingesetzt wird, und 
dessen Verwendung. 

Biosensoren sind FestphasenmeBapparaturen, die aus mindestens einem 
biologischen Rezeptor, einem Wandler und einer nachgeschalteten 
Elektronik bestehen. 

Bei dem Rezeptor finden biologisch aktive Reagenzien, wie bspw. 
Antikorper, Anwendung, um eine bestimmte Substanz, wie bspw. 
Antigene, zu erkennen. Die Transduktion der Erkennungsereignisse in 
detektierbare Signale erfolgt durch den Wandler, bspw. mit 
elektrochemischen, optischen, piezoelektrischen oder kalorimetrischen 
Methoden. Dabei kann die Kopplung der Erkennungsereignisse an den 
Wandler auf indirektem oder direktem Wege erfolgen. Im ersten Fall 
modulieren die Erkennungsereignisse einen ProzeB, der von dem 
Wandler detektiert wird. 1m zweiten Fall werden die 
Erkennungsereignisse selbst durch den Wandler aufgezeichnet Der 
Wandler steht mit einer Elektronikeinheit, bspw. einem Mikroprozessor 
mit nachgeschalteten Modulen, zur Signalerfassung und Auswertung in 
Verbindung. 

Die Anwendungsmoglichkeiten dieser, auf Grundlage der molekularen 
Erkennung arbeitenden Biosensoren ist vielfaltig. Sie liegen u.a. auf dem 
Gebiet des Nachweises und der Konzentrationsbestimmung von 
Biomolekiilen, der kinetischen und der Gleichgewichts- Analyse von 
biochemischen Reaktionen, der Uberwachung von 
Fermentationsprozessen, der Charakterisierung von Rezeptor-Zell- 
Wechselwirkung, der klinischen Analyse und der Zell-Detektion. 
Die Detektion der Anwesenheit bioaktiver Molekule erfolgt im Fall der 
Nukleinsauren bspw. durch Hybridisierung mit spezifischen und 
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markierten Nukleinsauresonden. Die Markierung der Sonden erfolgt 
durch den enzymatiscben Einbau von Nukleotiden, die Radioisotope, wie 
bspw. Tritium, Schwefel-35 oder Phosphor-32, nichtradioaktive 
Molekule, wie bspw. Digoxigenin oder Biotin bzw. nichtradioaktive, 
fluoreszierende Molekule, wie bspw. Fluoresceinisothiocyanat oder 
7-Amino-4-memylcumarin-3-acetat oder metallische Partikel, wie bspw. 
Gold, tragen (Nicholl, D., S., T., 1995: Genetische Methoden, Spektrum 
Akademischer Verlag Heidelberg, S.24-27). 

Die Detektion der Anwesenheit bioaktiver Molekule erfolgt im Fall von 
Antigenen, z.B. Peptiden oder Proteinen, mit spezifischen und markierten 
Antikorpem. Die Markierung der Antikorper erfolgt durch Ankoppeln 
von Radioisotopen, bspw. Iod-125 oder Tritium, an Tyrosin- bzw. 
Histidinreste, durch nichtradioaktive Enzyme, bspw. alkalische 
Phosphatase oder Peroxidase, wobei die enzymatische Aknvitat, bspw. 
durch die Umsetzung eines farblosen in ein farbiges Produkt, gemessen 
wird, durch nichtradioaktive Enzyme, bspw. Hamatin, das die 
chemilumineszente Reaktion von Wasserstoffperoxid und Luminol 
bewirkt, durch nichtradioaktive Enzyme, bspw. Luciferase, die 
Bioluminiszenz mittels phosphoriJierten Luciferin bewirkt, oder durch 
metallische Partikel, bspw. Gold (Liddell, E. und Weeks, I: 1996: 
Antikorpertechniken, Spektrum Akademischer Verlag Heidelberg, S.87- 
107). 

Die Signale der verwendeten verschiedenen Markermolekiile werden 
durch radio- oder elektrochemische, optische, piezoelektrische oder 
kalorimetrische Verfahren zur Darstellung von molekularen 
Erkennungsereignissen ausgewertet. Die GroBe der Einzelsignal- 
aussendenden Markermolekiile liegt dabei im Nanometerbereich. 
Derzeit am meisten angewendet werden die optischen und die 
elektrochemischen Verfahren zur Darstellung von molekularen 
30 Bindungsereignissen. 

Das Problem der verschiedenen optischen Verfahren ist, daB die 
Sensitivitat und die raumliche Auflosung der von den einzelnen 
Markermolekulen ausgesendeten Signale for viele Anwendungen zu 
gering ist, eine Bindung zwischen zwei Gliedern eines spezifischen 
molekularen Bindungspaares nicht nachgewiesen werden kann und daB 
oft ein unspezifischer Hintergrund die Signale uberlagert. Diese Probleme 
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der bildgebenden Verfahren konnen nur zum Teil durch eine 
cxperimentelle Verstarkung des Signals oder durch computergestutzte 
statistische Bildanalyseverfaliren bereinigt werden. 

Eiiie technische Begrenzung der derzeitigen Automatisierung der 
Bildanalyse auf der Gnmdlage der Chip-Technologie liegt im Auslesen 
der verschiedenen Microarray-Spots. Die meisten verfugbaren 
Technologien beruhen auf der Detektion von fluoreszenzmarkierten 
Bindungspaaren, die in einer spezifischen Art auf der Chip-Oberflache 
festgehalten sind, wobei die Fluoreszenzdetektion durch optisches 
Auslesen der reaktiven Zentren des MicroaiTays ausgefuhrt wird. Der 
Gebrauch von fluoreszierenden oder chemilumeniszierenden Proben 
findet dabei wie in den zuvor beschriebenen klassischen Methoden 
Anwendung und wird mit CCD-Imaging kombiniert (Eggers, M. et al., 
1996: Professional Program Proceedings. Electro '96. IEEE, New York, 
NY, USA, 364pp.; Heller, M.J., 1996: ffiEE-Engineering-in-Medicine- 
and-Biology-Magazine 15: 100-104), wobei auch hier die genannten 
Probleme der klassischen Bildanalyse auftreten und eine Bindung 
zwischen zwei Gliedern eines spezifischen molekularen Bindungspaares 
nicht nachgewiesen werden kann. 

Die Detektion der Anwesenheit bioaktiver Molekule kann neben den sehr 
haufig verwendeten optischen Verfahren auch auf elektrochemischem 
Wege durch verschiedene Verfahren erfolgen. 

Bekannt ist die Moglichkeit der Messung von Redoxpotential- 
Anderungen bei Biomolekulen, die mit spezifischen Bindungsereignissen, 
bspw. an Enzymen, einliergehen. Dabei werden die Redoxpotential- 
Andenmgen mittels einer mit Biomolekulen versehenen Einzelelektrode 
und einer Referenz-Elektrode gemessen (Heller, A., 1992: Electrical 
connection of enzyme redox centers to electrodes, J. Phys. Chem. 96: 
3579-3587). 

Der Nachteil dieser Methode ist, dafi nur ein einzelnes elektronisches 
Ereignis fur ein biomolekulares Bindungsereignis eintritt, wobei die 
Anderung des Redox-Zustandes, die bewirkt wird, nur kurzzeitig ist und 
somit die Detektion jedes individuellen Bindungsereignisses blitzartig 
erfolgen muBte; dies ist nicht moglich. Das erhaltene Signal ist lediglich 
kumulativ, so daB seltene Bindungsereignisse mit dieser Technologie 
nicht detektiert werden konnen. 
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Eine weitere Moglichkeit zur Dctektion der Anwesenheit bioaktiver 
Molekule auf dem elektrischen Weg stcllen die Biosensoren in Form von 
speziellen MeBelektroden dar. Diese speziellen MeBelektroden bestehen 
im allgemeinen aus einer (Strept-)Avidin-beschichteten Elektrode, wobei 
das (Strept-)Avidin die Eigenschaft besitzt, Biotinmolekule spezifisch zu 
binden. Dadurch ist es rnoglich, Peptide, Oligonukleotide, Oligo- und 
Polysacchsaride sowie Lipide, die mit Biotin oder Biotinderivaten 
markiert sind, zu detektieren, bzw. diese an die (Strept-)Avidin-Schicht 
als Liganden zu koppeln, wobei in diesem Fall die Biotinmolekule die 
Kopplungselemente darstellen. Im allgemeinen konnen mit diesen 
Biosensoren Antikorper / Antigen-, Antikorper / Hapten-, 

Saccharid / Lectin-, Protein / Nukleinsaure- und 

Nukleinsaure / Nukleinsaure- Bindungspaare detektiert werden. Die 
Detektion der an der speziellen MeBelektrode eintretenden 
biochemischen Ereignisse erfolgt in ahnlicher Form wie bei der zuvor 
beschiebenen Technologie, die auf Redoxsytemen beruht, durch 
Messungen der Potential-Anderungen einer Einzelelektrode im Vergleich 
zu einer Referenz-Elektrode (Davis, et al., 1995: Elements of biosensor 
construction. Enzyme Mirob. Technol. 17: 130-1035). 
Ein wesentbcher Nachteil dieser konventionellen Biosensortechnologie 
ist dabei die geringe Sensibilitat der uber die MeBelektroden erzielten 
Messungen, der nicht dadurch behoben werden kann, daB Liganden in 
unendlich groBer Dichte auf die Mefielektrode, bspw. durch die 
Verwendung einer Dextranschicht, gebunden werden. Durch das 
zusatzliche Aufbringen, bspw. einer Dextranschicht, wird zwar durch die 
ramliche Ligandenanordnung eine Steigerung auf die bis zu sechsfache 
Ligandenkonzentration gegenuber der Ligandeneinfachschicht auf den 
Elektroden erreicht, ein Nachweis von seltenen Bindungsereignissen oder 
gar von einer Bindung zwischen zwei Gliedem eines spezifischen 
molekularen Bindungspaares ist jedoch nicht moglich. 
Bekannt sind auch die Moglichkeit der Verankerung von spezifischen 
Antikorpern auf einem Halbleitertor eines FeldefFekttransistors, wobei 
durch die selektive Bindung von Antigenen an die spezielle 
Antikorperscbicht eine Veranderung in der Ladungsverteilung und damit 
in der Schaltung des FeldefTekttransistors erfolgt, die Moghchkeit der 
Immobilisierung von spezifischen Antikorpern auf der Oberflache einer 
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optischen Faser, wobei durch die selcktive Bindung von Antigenen an die 
spezielle Antikorperschicht an der Schnittstelle von Faseroptik und 
Fliissigkeit raeBbare optische Phanomene, wie bspw. interferierende 
Wellen und Oberfiachenplasmonen, auftreten sowie die Methode der 

5 Oberflachenplasmonenresonanz, bei der bei einem definierten 
Einfallswinkel des Lichtes der Refraktionsindex eines Mediums an einem 
metallbeschichteten, mit spezifischen Antikorpern versehenen Glaskorper 
durch die selektive Kopplung von Antigenen meBbar verandert wird 
(Liddell, E. und Weeks, I: 1996. Antikorpertechniken, Spektrum 

io Akademischer Verlag Heidelberg, S. 1 56-1 58). 

Der Nachteil dieser Methoden ist, daB seltene Bindungsereignisse mit 
diesen Technologien nicht detektiert werden konnen. 

Obgleich der biochemische ProzeB der Bindungspaarbildung bei 
is Biosensoren, z.B. die Hybridisierung von zwei Nukleotidstrangen oder 
die Bindung von Antikorper an Antigen, selbst sehr schnell, d.h. im 
Sekundenbereich, verlauft, Biochips mit Bindemolekulen, z.B. 
spezifischen Oligonukleotiden (US 5,445,934) oder spezifischen 
Proteinen (US 5,077,210), bestuckt werden konnen, so daB eine Chip- 
20 Technologie moglich ist (Osborne, J.C., 1994: Genosensors. Conference 
Record of WESCON/94. Idea/Microelectronics. IEEE, New York, NY, 
USA: 434pp.; Eggers, M.D. et al., 1993: Genosensors, microfabricated 
devices for automated DNA sequence analysis. Proc. SPIE-lnt. Soc. Opt. 
Eng. 1998), durch die innerhalb von Minuten die Gegenwart von 
25 bestimmten Biomolekulen, bspw. Genen durch spezifische 
Ohgonukleotid-Sonden oder Antigene durch spezifische Antikorper 
detektierbar ist und groBe Perspektiven auf dern Gebiet der Biologje oder 
Medizin, vor allem bei genetischen Untersuchungen, aufzeigt werden 
(Chee, M. et al., 1996: Accessing genetic information with high-density 
30 DNA ' arrays. Science 274: 610-614), gibt es zur Zeit nur wenige 
Methoden, mit denen Bindungen zwischen Molekulen bei niedrigen 
Konzentrationen oder gar bei einzelnen Molekulpaaren schnell 
festgestellt werden konnen (Lemieux, B., et al, 1998: Overview of DNA 
chip technology. Molecular Breeding 4: 277-289). 
35 Ein vielversprechender Ansatz fur die Detektion von 
Bindungsereignissen zwischen Nukleinsaure-Bindungspaaren besteht 
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derzeit im Ausnutzen von dielektrischen Relaxationsfrequenzen der DNA 
zur Unterscheidung zwischen hybridisierten und nicht hybridisierten 
Proben (Beattie et al. 1993. Clin. Chem. 39: 719-722). Die Detektion 
dieser Frequenzunterschiede erfordert jedoch bisher sehr teure 
Ausrtistungen und ist dariiber hinaus noch weit davon entferat, 
routinemaBig angewendet zn werden. 

Dariiber hinaus ist ein weiterer Weg hybridisierte und nicht hybridisierte 
Proben elektronisch zu unterscheiden bekannt, der darin besteht, die 
Geschwindigkeit der Elektronenbewegung entlang der DNA-Strange zu 
bestimmen (US 5,780,234). Diese Bestiinmung basiert darauf, daB die 
Anordnung der Pi-Elektronenorbitale in doppelstrangiger DNA die 
Elektronen dazu veranlaBt, sich in doppelstrangiger, also hybridisierter 
DNA schneller zu bewegen als in einzelstrangiger DNA (Lipkin et al., 
1995: Identifying DNA by the speed of electrons. Science News 147: 
117pp.). Die Zielprobe muB dabei, urn diese Elektronenbewegung zu 
bestimmen, exakt zwischen zwei Molekulen positioniert werden, von 
denen das eine chemisch so modifiziert ist, daB es als Elektronendonator 
dient, und das andere so, daB es als Elektronenakzeptor fungiert, so daB 
ein ElektronenfluB iiber Elektroden meBbar wird. 

Diese aufwendige Methode besitzt den Nachteil, daB sie die Anwendung 
auf die Detektion von Einzelstrang-Nukleinsaurefragmenten von 
definierter Lange limitiert und fur weitere Biomolekule nicht geeignet ist. 

Eine Methoden zur elektrischen Detektion von Partikeln ist dariiber 
hinaus durch Bezryadin, A., Dekker, C, und Schmid, G., 1997: 
Electrostatic trapping of single conducting nanoparticles between 
nanoelektrodes. Apphed Physics Letters 71: 1273-1275, bekannt, wobei 
Nanopartikel in einen Elektrodenspalt gebunden werden, indem eine 
Spannung an die Elektroden angelegt wird und das Einfangen des 
Partikels anhand des flieBenden Stromes detektiert wird. 1m Gegensatz 
zu Bindungsereignissen von Biomolekulpaaren erfolgt dabei keine 
spezifische biochemische Bindung des Nanopartikels, sondern der 
Partikel wird durch das elektrische Feld an den Elektrodenspalt 
gebunden. 

Aus einer Arbeit von Braun, E., Eichen, Y., Sivan, U. und Ben-Yoseph, 
G , 1998: DNA templated assembly and electrode attachment of a 
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conducting silver wire. Nature 391: 775-778, ist weiterhin bekannt, daB 
DNA-Molekiile zwischen zwei mikrostrukturierte Elektroden spannbar 
sind und diese Molekule erst nach ihrer Beschichtung mit Silber eine 
elektrische Leitfahigkeit zeigen, die jedoch in keinem Zusammenhang mit 
spezifischen biochemischen Bindungsereignissen von Biomolekulpaaren 
steht. 

Durch Alivisatos, A., P., Johnsson, K., P., Peng, X., Wilson, T., E., 
Loweth, C, J., Bruchez Jr., M., P. und Schulz, P., G., 1996: Organization 
of nanocrystal molecules using DNA. Nature 382: 609-611, wurden 
Komplexe aus kurzen, einzelstrangigen DNA-Molekulen und ihren 
komplementaren, einzelstrangigen, mit Goldpartikel markierten DNA- 
Molekulen in Losung erzeugt und fur die elektionenmikroskopische 
Charakterisierung auf ein TEM-Grid mit Kohlenstorffilm aufgebracht. 
Eine elektrische Charakterisierung der Molekulpaarbindung erfolgte 
dabei nicht. 

Der Erfmdung liegt die Aufgabe zugrunde, einen Affinitatssensor fur den 
Nachweis spezifischer molekularer Bindungsereignisse zu schaffen, 
welcher in schneller, empfindlicher, spezifischer, aufwandgeringer und 
routinemaBiger Weise die Anwesenheit von Molekulen, insbesondere 
von bioaktiven Molekulen detektiert, sowie spezielle 
Verwendungsmoglichkeiten fur einen derartigen Affinitatssensor 
anzugeben. 

ErfindungsgemaB wird die Aufgabe durch die Merkmale der Anspriiche 
gelost. Insbesondere besteht ein Affinitatssensors aus einem Trager, 
welcher mit beabstandeten Elektroden versehen ist, die einen Bereich 
erfassen, der mit immobilisierten spezifischen Bindungspartnem versehen 
ist, welche komplementar zugehorige, elektrisch leitfahige Partikel 
tragende Bindungsparmer spezifisch koppeln, so daB durch die Partikel 
ein elektrisch leitender Kontakt zwischen den Elektroden bildbar ist und 
dadurch die Bestimmung der Anderung des elektrischen Widerstandes 
bei an die Elektroden angelegter Spannung sowie Anwesenheit von 
einzelnen oder mehreren komplementar zugehorigen, elektrisch leitfahige 
Partikel tragenden Bindungspartnem detektierbar ist. 
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lm folgenden wird die Erfindung anhand von Ausfiihningsbeispielen und 
zugehorigen schematischen Zeichnuiigen naher erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1 einen Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer 
molekularer Bindungsereignisse, 

Fig. 2 eine schematische Darstellung des Affinitatssensor ftir den 
Nachweis spezifischer molekularer Bindungsereignisse, 

Fig. 3 einen Querschnitt durch eine Ausfuhrungsmoglichkeit des 
Affimtatssensors fur den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse, 

Fig. 4 eine Ausfiihning des Affinitatssensors in Form eines 
Affinitats-Chips in der Draufsicht, 

Fig. 5 einen Schnitt durch den in Fig. 4 dargestellten Affinitats- 
Chips entlang der Ebene A-A. 

Der in den Figuren 1 und 2 dargestellte Affinitatssensor fur den 
Nachweis spezifischer molekularer Bindungsereignisse besteht aus einem 
Tragersubstrat 1, das mit Elektroden 2 versehen ist, die einen Bereich 4 
umgeben, der immobihsiert spezifische Bindungspartner 5 aufweist. Der 
Bereich 4 stellt dabei eine Diskontinuitat in einem elektrischen 
Schaltkreis dar, welcher einen Verstarkerschaltkreis 8, der Teil eines 
Mikrochips 9 sein kann, sowie eine MeB- und Auswerteeinheit umfaBt, 
wobei die Elektroden 2, die den Bereich 4 begrenzen, im Beispiel dem 
elektrischen Schaltkreis zugeordnet sind und eine Mindestbreite b des 
Bereichs 4 bestimmen. Die spezifischen Bindungspartner 5 sind befahigt, 
30 komplementar zugehorige Bindungspartner 6 spezifisch direkt oder uber 
weitere spezifische Bindemolekule 7 zu koppeln, wobei die 
komplementar zugehorigen Bindungspartner 6 mit elektrisch leitfahigen 
Partikeln 62 direkt oder uber verbindende Molekiile gekoppelt sind. Der 
Bereich 4 ist durch die Anordmmg der Elektroden 2 in seiner Breite und 
35 Wirkhohe so bemessen, daB die Kopplung der immobilisierten 
spezifischen Bindungspartner 5 mit den komplementar zugehorigen, die 
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leitfahigen Partikel 62 tragenden Bindungspartnern 6 oder den uber 
weitere spezifische Bindemolekiile 7 mit den komplementar zugehorigen, 
die leitfahigen Partikel 62 tragenden Bindungspartnern 6 moglich ist. Fur 
den Fall daB die spezifischen Bindungspartner 5 durch Molekule einer 
Nukleinsauresondenspezies realisiert sind, die komplementar 
zugehorigen die leitfahigen Partikel 62 tragenden Bindungspartner 6 
Nukleinsauren und die Partikel 62 Nanopartikel einer GroBe von 20 nm 
sind, betragt die Mindestbreite b des Bereichs 4 25 nm sowie seine 

Wirkhohe 20 nm. . 

» Die Kopplung der spezifischen Bindungspartner 5 m den Bereich 4 mit 
den komplementar zugehorigen, die leitfahigen Partikel 62 tragenden 
Bindungspartnern 6 bewirkt bei einer an die Elektroden 2 angelegten 
Spannung (vgl. Fig. 1) die Bewegung von Elektronen uber die 
Elektronentransportbarriere in der Art, daB die elektrisch leitfahigen 

l5 Partikel 62 den Bereich 4 uberbriicken und die Elektronen von Partikel 
62 zu Partikel 62 und zu den Elektroden 2 tunneln, so daB erne 
permanente Anderung des elekrrischen Widerstandes uber den Bereich 4 
zwischen den Elektroden 2 vermittels des nachgeschalteten 
Verstarkerschaltkreises 8 und der gekoppelten MeB- und Auswerteeinheit 

20 3 meBbar ist. . 

Anstelle der Messung im Trockenen kann die Messung auch m feuchter 
Umgebung, insbesondere mit Hilfe einer Gelschicht vorgenommen 

werden. , . 

Urn die durch den komplementar zugehorigen Bindungspartner 6 mit 
25 gekoppelten elektrisch leitfahigen Partikeln 62 vermittelte elektnsche 
Leitfahigkeit an dem Bereich 4 zwischen den Elektroden 2 zu verbessern, 
konnen bereits bekannte Elektronen-Transfer-Mediatoren oder effektive 
difiiisive Elektronendonatoren und -akzeptoren wie wasserloshche 
Ferrocer^Ferricinium, Hydrochinon/Chinon, reduzierbare und oxidierbare 
30 Komponenten von organischen Salzen, Cobaltocene, Hexa- und 
Octacyanide von Molybden, Wolfram und Eisen, bzw. Makrozyklen und 
Chelatliganden von Ubergangsmetallen wie Kobalt, Rumemum und 
Nickel einschlieBlich Co(ethylendiamin)3- und Ru(ethylendiamm)3- und 
Trisbipyridyl- und Hexaminkomplexe von Ubergangsmetallenwie Co 
35 Ru Fe und bzw. organische Molekule wie 4-4'-bipyndm und 
4-mercaptopyridm verwendet werden, die frei in Losung oder m emem, 
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20 


25 


30 
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auf dem Tragersubstrat 1 aufgebrachten Gel oder in einem, auf dem 
Tragersubstrat 1 aufgebrachten Polymer vorliegen. Eine bekannte 
Matriximmobilisierung durch Gel besitzt im Fall der Anwendung von 
Nukleinsauren als spezifische Bindungspartner 5 wegen des 
dreidimensionalen Aufbaus des Polymers den Vorteil, daB eine groBere 
Anzahl Einfangliganden auf dem kleinen Oberflachenausscbnitt des 
Bereichs 4 immobilisiert wird. Durch die Verwendung eines hochporosen 
Hydrogels wird bspw. die Hybridisierungrate der Nukleinsauren, die 
spezifische Bindungspartner 5 und komplementar zugehdrige, die 
elektrisch leitfahigen Partikel 62 tragenden Bindungspartner 6 darstellen, 
erhoht und liegt in Bereichen wie sie fur Nukleinsauren in Losung 
bekannt ist. 

Der in den Figuren 3 und 4 dargestellte Affinitatssensor in Form eines 
Affinitats-Chips ist dadurch gekennzeichnet, daB die Elektroden2 als 
jeweils zwei paarweise angeordnete, eine Affinitatsflache 41 erfassende 
Mikroelektroden 21 ausgebildet sind, so daB eine Matrix von 
Affinitatsflachen 41 vorliegt, die eine Vielzahl von verschiedenen 
Kopplungen an den verschiedenen Zwischenramen 4 zeitgleich elektrisch 
detektiert. 

Die einzelnen Affinitatsflachen 41 sind dabei in einer interdigitalen 
Elektrodenstruktur auf einer aus bspw. mit einer dielektrischen 
Oxidschicht versehenen Silizium oder Glas bestehenden Chipflache 42 
ausgebildet. Durch die digital verzweigten, an ihren Schnittstellen 23 
durch eine, wie in Fig. 5 dargestellt, zwischengelagerte Isolierschicht 24 
voneinander raumlich und elektrisch getrennten Mikroelektroden 21, die 
bspw. in Form von Kammelektroden 22 gefertigt sein konnen, werden 
auf den Affinitatsflachen 41 die Bereiche 4 mit einer Lange im Bereich 
von 20 urn festgelegt, wobei fur den Fall, daB die spezifischen 
Bindungspartner 5 durch Molekule einer Nukleinsauresondenspezies 
realisiert sind, die komplementar zugehorigen, die leitfahigen Partikel 62 
tragenden Bindungspartner 6 Nukleinsauren und die Partikel 62 
Nanopartikel einer GroBe von 20 nm sind, die Bereiche 4 eine Wirkhohe 
von 100 nm und Breite von 200 nm besitzen, so daB mindestes eine, 
einen Kontakt zwischen den Elektroden 21 bewirkende Kopplung 
zwischen den immobiUsierten spezifischen Bindungspartnern 5, die in 
diesem Beispiel Einfangliganden in Form von Nukleinsauresonden 
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darstellen, und den komplementar zugehorigen, die elektrisch leitfahigen 
Partikel62 tragenden Bindungspartnern 6, die in diesem Beispiel 
Targetmolekule in Form von Nukleinsauren darstellen, erfolgt. Die als 
speziflsche Bindungspartner 5 immobilisierten Oligonukleotidsonden 
werden dabei fiber eine Aminogruppe am silanisierten Tragersubstrat 1 
gebunden, wobei die erzielte Sondendichte in diesem Beispiel in einer 
GroBenordnung von 10000 Molekiilen je um 2 liegt. Die komplementar 
zugehorigen Bindungspartner 6 sind in dem gewahlten Beispiel 
Oligonukleotide, die mit Goldpartikeln markiert sind und die 
Hybridisierungsbedingungen hangen jeweils von den verwendeten 
Sonden ab. 

Alternativ dazu konnen die Affimtatsflachen 41 in jeweils voneinander 
getrennten Sektoren mit verschiedenen immobilisierten spezifischen 
Bindungspartnern 5 bestiickt sein. 

Auf dem in den Figuren 3 und 4 dargestellten Affinitats-Chip sind 
Afrmitatsflachen 41 mit immobilisierten spezifischen Bindungspartnern 5 
und Referenzflachen 43 mit immobilisierten inaktiven Bindungspartnern 
51 vorgesehen, so daB die Messung des elektrischen Widerstandes 
zwischen den Mikroelektroden 21, die als Kammelektroden 22 gefertigt 
sein konnen, im Vergleich des elektrischen Widerstandes einer 
Affinitatsflache 41 zu einer Referenzflache 43 erfolgt. Dabei konnen die 
immobilisierten spezifischen Bindungspartner 5 und die immobilisierten 
inaktiven Bindungspartnern 51 audi die Elektroden 21 mit einer, einen 
Tunneleffekt zulassenden Dicke iiberdecken, wodurch eine 
technologisch einfachere Fertigung der Chips ermoglicht wird. 
Da die Referenzflache 43 durch die Besetzung mit inaktiven 
Bindungspartnern 51 frei von immobilisierten spezifischen 
Bindungspartnern 5 ist, stellt dieser Raum zwischen den zwei isolierten 
Mikroelektroden 21 eine elektrische Barriere dar, so daB ein meBbarer 
Elektronentransfer zwischen ihnen nicht stattfindet. 
Die Affinitatsflache 41, die hingegen immobilisierte spezifische 
Bindungspartner 5 tragt, bindet iiber diese durch das Kopplungsereignis 
die komplementar zugehorigen, elektrisch leitfahige Partikel 62 tragenden 
Bindungspartner 6, so daB dadurch durch die leitfahigen Partikeln 62 der 
Raum der Affinitatsflache 41 zwischen den Mikroelektroden 21, die in 
Form der Kammelektroden 22 ausgebildet sind, in eine Vielzahl von 
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nanometerbreiten Spalten geleilt wird. Die so durch die elektrisch 
leitfahigen Parlikel 62 gebildeten Nanospalte fiihren dazu, daB em 
Elektronentraiisfer zwischen den zwei Kontaktflachen der 
Mikroelektroden 21 durch TunneleflFekte moglich ist, wodurch die 
Anderung des Widerstandes iiber die Verstarkereinheit 8 mittels einer 
MeB- und Auswerteeinheit 3 bei an die Mikroeleklroden 21 angelegter 
Spannimg ermoglicht wird. Die angelegte Spannung liegt im Beispiel in 
der GroBenordnung von unter einem Volt. 

Alternativ zu der Messung des iiber der Affinitatsflache 41 angelegten 
Potentials durch das Elektrodensystems aus Referenz-, Proben- und 
Gegenelektrode konnen auch andere Methoden der elektrischen 
Detektion, bspw. potentiometrische oder voltaraetrische Messungen 
angewendet werden. 

Fur die Immobilisierung der spezifischen Bindungspartner 5 bzw. die 
inaktiven Bindungspartner 51, wie z.B. Antikorper oder 
Nukleotidsonden, werden chemische Standardlinker genutzt, wie z.B. 
amino-modifizierte Liganden, so daB sie an die silanisierte Chipflache 42 
gebunden sind und die AfFinitatsflachen 41 bzw. die Referenzflachen 43 
bilden. 

Die Markierung der komplementar zugehorigen Bindungspartner 6, wie 
z.B. der Target-Proteine oder der Target-Nukleinsaure, mit elektrisch 
leidenden Paitikeln 62 wird nach den bekannten Verfaliren, so z.B. die 
Endmarkierung mit markierten Oligonukleotiden durch Verwendung von 
Ligasen durchgefiihrt. 

1m nachstehenden soil eine detailliertere Beschreibung der Herstellung 
von Affinitatssensoren nach der Erfindung erfolgen. In einer bevorzugten 
Ausfuhrung beinhaltet der Afjfinitatssensor mehrere Bereiche 4 (auch als 
Detektionsbereiche bezeichnet), die jeweils von mindestens zwei 
Elektroden 2 erfaBt sind. Diese Detektionsbereiche sind mit spezifischen 
Bindungspartnern (capture-molecules) 5 versehen, wie Antikorper, 
AntikSrperfragmente oder DNA-, RNA- oder PNA-Oligonukleotiden, an 
welche bestimmte zugehorige Bindungspartner (target molecules) 6 in 
einer spezifischen Weise binden. Die Bindungspartner 5 werden als 
markierte oder nieht markierte Molekiile definiert, welche ausgewahlbar 
sind zur Bindung des gewunschten Zielmolekuls auf den Bereichen 4 des 
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Affinitatssensors. Dabei sind nichl nur konventionelle (bio)molekulare 
Bindungspaare als Fang- und Zielmolekiil einsetzbar, sondern auch 
spezifische chemische Bindungspaare, wie sie in der kombinatorischen 
Chemie bekannt sind, welche im Rahmen der Erfindung einsetzbare 
Bindungspaare darstellen. Die Ausbildung dieser bescliriebenen 
spezifischen Bindung kann als Primarbindungsereignis aufgefafit werden. 
Die Detektion dieser Primarbindung kann in einem Ein- oder 
MehrschrittprozeB erfolgen, wobei im jeweils letzten Schritt die 
spezifische Koirnmobilisierung von elektronentransterierendem Material, 
wie z.B. Goldpartikel 62, erfolgt. Die genannte Koirnmobilisierung kann 
durch spezifische oder unspezifische Arten molekularer Interaktionen 
geschehen, wie der Hybridisierang von goldmarkierten Sonden auf das 
gewiinschte Zielmolekul oder direkter Markierung des Zielmolekiils mit 
Elektronentransport-Eigenschaften derart, daB diese Markierung 
elektronisch detektiert werden kann. Die genannte Koirnmobilisierung ist 
im Prinzip getrennt vom Primarbindungsereignis, ist aber abhangig davon 
und kann simultan erfolgen. Die Koirnmobilisierung oder Anlagerung von 
elektronentransferierendem Material an der dafur vorgesehenen 
Oberflache des Affinitatssensors kann so als indirektes Resultat der 
Primarbindung erfolgen. Die Detektion dieser Koirnmobilisierung erfolgt 
durch elektronische Messungen der elektrischen Leitfahigkeitsanderang 
uber den MeBbereich, und diese Leitfahigkeitsanderung zeigt die 
Anwesenheit der Zielmolekule an. Die primare Bindung 
elektronentransferierenden Materials kann benutzt werden, um sekundare 
Ablagerungen zu induzieren, welche elektronentransportierend sind. Es 
liegt im Rahmen vorliegender Erfindung, daB die spezifische Bindung 
von Zielmolekulen durch einem MehrschrittprozeB detektiert werden 
kann, der wenigstens einen Schritt enthalt, bei denen 
elektronentransferierendes Material abgelagert wird, welches eine 
Verringerung des elektrischen Widerstandes tiber den MeBbereich 
bewirkt. Bei dem fiir die Partikel 62 eingesetzten elektronenleitfahigen 
Materials konnen organische oder anorganische Stoffe oder 
Verbindungen verwendet werden. Diese Leitfahigkeit wird zur Detektion 
and Markierung der gewunschten Zielmolekule, d.h. zum Nachweis ihrer 
Anwesenheit, benutzt. 
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lm nachfolgenden sollen, ohne die Erfindung darauf zu beschranken, 
verschiedene Mogliclikeiten fur Praparationsstufen zur Fertigung eines 
Affmitatssensors nach vorliegender Erfindung beschrieben werden. 

A. Zur Preparation der erforderlichen Elektroden wird ein Siliziumwafer 
mit einer einseitigen Oxidschicht von ca. 1 urn Dicke auf der oxidierten 
Seite mit einer Haftschicht, bspw. 3 nm Ti, und einer Goldschicht mit 
50-100 nm Dicke durch Sputtern beschichtet. Zur Mikrostrukturierung 
wird eine Mehrlagenmaskierung eingesetzt, um die 
Elektrodenspaltbreiten im unteren Nanometerbereich realisieren zu 
konnen. Dazu erfolgt eine Beschichtung mit Kohlenstoff (30 nm) und 
anschlieBend einer Metallkombination (Ti bzw. NiCr, 10 nm dick). 
AnschlieBend wird ein Elektronenstrahlresist (150 mn) aufgeschleudert. 
Die Belichtung wird durch eine Mix-Match Technologie reaiisiert, bei der 
die groBflachigen Elektroden 2 mittels einer Formstrahl- 
Elektronenstrahlbelichtung und die feinen, zwischen den Elektroden 2 
befindlichen Spalte mit einer Punktstrahl-Elektronenstrahlbebchtungs- 
anlage erzeugt werden. Die Strukturubertragung erfolgt mittels 
Ionenstrahl-Atzen (IBE) in die Metallschicht und reaktivem Ionenatzen 
(RIE) in die Kohlenstoffschicht. Die Struktur wird mittels eines IBE- 
ProzeB in die Gold- und Haftschicht iibertragen. AnschlieBend wird die 
Maskierungsschicht in einem 0 2 -RIE-ProzeB entferat, und es erfolgt 
gleichzeitig eine Oberflachenaktivierung. 

Es werden im nachfolgenden Techniken beschrieben, die auf der 
Silanisierung der Chipoberflache beruhen. Durch diese Silanisierung 
werden die Oberflachen fur die Bindung Amino-modifizierter 
Oligonukleotide aktiviert. Es sollen hier zwei verschiedene Methoden der 
Silanisierung und anschlieBender Immobilisierung ausgefuhrt werden. 
Neben der Silanisierung sind aber auch andere Mogliclikeiten der 
Oberflachenaktivierung und Immobilisierung moglich. 

B.l. Silanisierung mittels 3-Ammopropyltrimethoxysilan APTES: 
Wie unter A. beispielhaft beschrieben, werden vorstrukturierte Chips mit 
Gold-Elektroden in einem Ultraschallbad nacheinander in konz. 
Salpetersaure, Wasserstoffperoxidlosung (30%) und Wasser gereinigt und 
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anschlieBend bei 80°C fiir 5 min getrocknet. Danach werden die Chips 
fur 2 min in l%iger Silanlosung in 95% Azeton/Wasser inkubiert. Nach 
10-maligem Waschen in Azeton fiir jeweils 5 min werden die Chips bei 
1 ] 0°C getrocknet. Danach werden sie fiir 2 h in 0,2%iger 
Phenylendiisothiocyanatlosung in 10% Pyridin/Dimethylformamid 
inkubiert und mit Methanol und Azeton gewaschen. Die derail aktivierten 
Chips konnen iiber langere Zeit im Exikator bei 4°C gelagert werden. 
Danach erfolgt die Anbindung der amino-modifizierten Oligonukleotide, 
wozu ein Tropfen der Losung der Oligonukleotide (2mM in lOOmM 
Natriumcarbonat/-bicarbonatpuffer) auf den Chip aufgetragen wird. 
Dabei ist durch die parallele Applikation kleiner Tropfchen verschiedener 
Oligonukleotide eine Parallelisierung, bspw. bei Einsatz emer 
Ausfuhrungsform des Affinitatssensors nach Fig. 4, erreichbar. Das 
Auftragen genannter Tropfchen kann durch Mikropipetten, Spotter oder 
andere verfugbare Techniken zum Auftragen kleiner Probenmengen 
erfolgen. AnschlieBend werden die Chips bei 37°C in einer 
Feuchtkammer fur 1-2 h inkubiert. Nach Entfernung der Tropfen werden 
die Chips einmal mit 1% Ammoniaklosung und dreimal mit Wasser 
gewaschen. Danach erfolgt Trocknung bei Raumtemperatur. 

B.2. Eine zweite Moglichkeit der Silanisierurig erfolgt mittels 3- 
Glycidoxypropyltrimethoxysilan (GOPS), wozu die Chips, wie unter B.l. 
beschrieben, gereinigt und anschlieBend fur jeweils 12 min im 
Ultraschallbad mit Hexan, Azeton und Ethanol behandelt werden. 
Danach werden die Chips fur 5 min bei 80°C getrocknet. Die 
Silanisierung erfolgt mit 1 mM GOPS in trockenem Toluol bei 80°C fur 
6-8 h. Die Chips werden griindlich mit Ethylazetat gewaschen und direkt 
weiterverwendet. 

Danach erfolgt die Anbindung der amino-modifizierten Oligonukleotide, 
wozu ein Tropfen einer Oligonukleotidlosung (5-50 uM in 0,1 M KOH) 
auf den Chip aufgebracht und 6h bei 37°C in der Feuchtkammer 
inkubiert wird. Durch die Aufbringung mehrerer Tropfchen mit 
verschiedenen Oligonukleotiden ist wiederum eine Parallelisierung, wie 
unter B.l. genannt, erreichbar. Danach laBt man die Tropfen eintrocknen 
und wascht mit Wasser bei 50°C unter pennanentem Schutteln, worauf 
sich eine Trocknung bei Raumtemperatur anschlieBt. 
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C. Unter diesern Abschnitt soil eine Moglichkeit der Markierung von 
"probe "-Oligonukleotiden mil kolloidalem Gold beschrieben werden. 
Dazu bedarf es zunachst einer Vorbereitung der thiolisierten 
Oligonukleotide, die wie folgt vornelimbar ist: Die mit 3-Alkylthiol 
modifizierten Oligonukleotide sind herstellerseitig mit einer Dithiol- 
Verbindung festphasengebunden, urn ihre Funktionsgruppen zu schiitzen. 
Durch Abspaltung vom Tragermaterial wird die Funktionsgruppe 
freigegeben und befindet sich im aktiven Zustand. Die Abtrennung erfolgt 
in 50 mM DTT (Dithiothreitol) in konzentriertem Ammoniumhydroxid 
bei 55°C for 16 h (Ansatz: 4-8 mg festphasengebundenes Oligonukleotid, 
450 |il Wasser, 50 pj.1 1M DTT, 50 \i\ cc Ammoniumhydroxid). Nach der 
Inkubation wird die fliissige Phase von der Festphase CPG getrennt und 
vermittels einer Saulenchromatographie entsalzt. Die Oligonukleotide 
werden in Reaktionspuffer eluiert. Die Konzentration der einzelnen 
Chromatographie-Fraktionen wird spektralphotometrisch ermittelt. 
Der Reaktionsansatz wird bei 55°C fur 16 h bei 600 Umdrehungen/min in 
einem Thermomixer inkubiert, und anschlieBend fur 2-3 min bei einer 
Beschleunigung von ca. 16000m/s 2 zentrifugiert. Derart vorbereitete 
Fraktionen siiid bei -20°C uber 4 Wochen lagerbar, 
Die Bindung der thiolisierten Oligonukleotide an kolloidales Gold soil 
beispielhaft wie folgt beschrieben werden: 

Zu 5 ml Goldlosung (ca. 17nM) werden 2 ? 5OD(260nm) 
[OD (260 nm): optische Dichte bei 260 nm] Alkylthiol-Oligonukleotide 
gegeben (Endkonzentration 3,6 nM). Nach einer Vorinkubation von 16 h 
bei Raumtemperatur wird nach Einstellung auf 0,1 M NaCl/10 mM 
Natriumphosphatpuffer (pH 7,0) 40 h bei Raumtemperatur inkubiert. 
AnschlieBend wird fiir 25 min bei einer Beschleunigung von ca. 16000 
m/s 2 zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wird mit 5 ml 0,1 M NaCl/10 mM 
Natriumphosphatpuffer (pH7,0) gewaschen. Danach wird emeut fur 
25 min bei einer Beschleunigung von ca. 16000 m/s 2 zentrifugiert. Die 
Redispersion erfolgt in 5 ml 0,3 M NaCl/10 mM Natriumphosphatpuffer 
(pH 7,0 ). 

Von der so erhaltenen wassrigen Losung mit kolloidalen Goldpartikeln 
(Durchmesser im Beispiel 30 nm) werden ca. 40^x1 in den Bereich 4 
zwischen den Elektroden 2 appliziert. Nach Trocknimg zeigen weiter 
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oben beschriebene elektrische Messungen, daB die Strom-Spannungs- 
Kennlinie einen linearen Verlauf aufweist, was auf ein Ohmsches 
Verhalten der aggregierten Goldkolloide im betrachteten Bereich 
hinweist. Bei einer an den Elektroden 2 anliegenden Spannung von ca. 
0,3 V konnte ein Strom von 0,3 uA gemessen werden. 

Der Affinitatssensor, bspw. in Form des in den Figuren 3 und 4 
dargestellten Affinitatscbips, kann vielseitig Verwendung finden, so z.B. 
in der Molekularbiologie und medizinische Diagnostik, wo spezifische 
Bindungen von bioaktiven Molekulen an ihre korrespondierenden 
Binduiigspartner, bspw. DNA, Proteinen, Saccharides zu bestimmen 
sind. 

Mit dem Affinitatssensor ist es auf der Grundlage des elektrischen 
Nachweises spezifischer molekularer Bindungsereignisse in schneller, 
empfindlicher und spezifischer Weise moglich, ein Biomonitoring, z.B. 
von Molekulen, Viren, Bakterien und Zellen in verschiedensten Proben, 
bspw. in klinischen Proben, in Nahrungsmittel- und Umweltproben, wie 
z.B. aus Klaranlagen, durchzufuhren. 
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Patentanspruche 

1 . Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer Bindungsereignisse 
bestehend aus einem Tragersubstrat (1), das mit wenigstens zwei 
zueinander in einem aquidistanten Abstand angeordneten 
Elektroden (2) versehen ist, die beidseitig einen Bereich (4) erfassen, 
wobei zumindest dieser Bereich (4) fur die Aufhahme immobilisierter 
spezifischer Bindungspartner (5) vorgesehen ist, die befahigt sind, 
komplementar zugehorige Bindungspartner (6) direkt oder tiber weitere 
spezifische Bindemolekule (7) zu koppeln und der Bereich (4) mit 
einer Mindestbreite b so festgelegt ist, daB zumindest ein 
komplementar zugehoriger Bindungspartner (6), der mit einem 
elektrisch leitfahigem Partikel (62) versehen ist, in genannten Bereich 
derart aufhehmbar ist, daB zwischem dem Partikel (62) und den 
Elektroden (2) jeweils die Moglichkeit zur Ausbildung eines 
Tunnelkontaktiibergangs gewahrleistet ist. 

2. Aflinitatssensor fur den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet daB 
dem Bereich (4) eine Breite b unterhalb von 800 nm gegeben ist. 

3. Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet daB die 
immobilisierten spezifischen Bindungspartner (5) auch die Elektroden 
(2) mit einer, einen Tunneleffekt zulassenden Dicke uberdecken. 

4. Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet , daB die 
Elektroden (2) als jeweils zwei paarweise angeordnete 
Mikroelektroden (21) ausgebildet und mit einem Verstarkerschaltkreis 
(8) verbunden sind, dem eine MeB- und Auswerteeinlieit (3) 
zugeordnet ist, so daB ein elektrischer StromfluB fiber den Bereich (4) 
bei an den Elektroden (2) angelegter Spannung detektierbar ist. 
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5. Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach den Anspruchen 1 und 4 dadurch 
gekennzeichnet , daB die Elektroden (2) herausgefuhrter Bestandteil des 
Verstarkerschaltkreises (8) sind. 

6. Affinitatssensor fiir den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach den Anspriichen 1 und 5 dadurch 
gekennzeichnet , daB der Verstarkerschaltkreis (8) Bestandteil eines 
Mikrochips (9) ist. 

7. Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet daB die 
Elektroden (2) als kammartig ineinandergreifende Strukturen 
ausgebildet sind, wobei sich zumindest zwischen den jeweils 
gegenuberliegenden Kammelektroden (22) Affinitatsflachen (41) 
befinden. 

8. Affinitatssensor fiir den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach den Anspriichen 1 und 7 dadurch 
gekennzeichnet , daB die Kammelektroden (22) und die 
Affinitatsflachen (41) auf einer gemeinsamen Chipfache (42) 
angeordnet sind. 

9. Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach den Anspruchen 1 und 8 dadurch 
gekennzeichnet . daB die Chipflache (42) durch ein Siliziumwafer 
gebildet ist. 

10. Affinitatssensor fiir den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach den Anspruchen 1 und 8 dadurch 
gekennzeichnet . daB die Chipflache (42) durch ein Glastarget gebildet 
ist. 
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] 1 . Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach den Anspriichen 1 und 7 dadurch 
gekennzeichnet, daB die Kammelektroden (22) geometrisch 
symmetrisch zu interdigitalen Strukturen und eine Vielzahl der 
Affinitatsflachen (41) zu einer Matrix angeordnet sind, wobei die 
auBerhalb der Affinitatsflachen (41) verlaufenden Elektroden (2) an 
iliren Sclinittstellen (23) voneinander durch eine zwischen diesen 
befindliche Isolationsschicht (24) getrennt sind. 

12. Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach den Anspriichen 1 oder 7 dadurch 
gekennzeichnet daB die Lange der Mikroelektroden (21) 0,1 mm , die 
Breite b des Bereichs (4) 0,1 urn und seine Wirkhohe 0,02 urn 
betragen sowie die Affinitatsflache (41) zur Chipflache (42) in einem 
Verhaltnis von 1:10 steht. 

13. Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach den Anspriichen 1 oder 7 dadurch 
gekennzeichnet daB neben den Affinitatsflachen (41) wenigstens eine 
Refernzflache (43) vorgesehen ist, die anstelle der spezifischen 
Bindungspartner (5) inaktive Bindungspartner (51) fur 
Referenzmessungen tragen. 

14. Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach Anspruch 1 oder 7 dadurch ge kennzeichnet. 
daB die einzelnen Affinitatsflachen (41) in unterschiedlicher Dichte mit 
den spezifischen Bindungspartnern (5) besetzt sind. 

15. Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach Anspruch 1 oder 7 dadurch gek ennzeichnet. 
daB die einzelnen Affinitatsflachen (41) unterschiedliche spezifische 
Bindungspartner (5) tragen. 
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1 6. Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach den Anspruchen 1, 13, 14 oder 15 dadurch 
gekennzeichnet . daB mehrere Referenzflachen (43) vorgesehen sind, 
die mit unterschiedlichen iiiaktiven Bindungspartnem (51) besetzt sind. 

17. Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet daB die 
spezifischen Bindungspartner (5) koordinative Verbindungen eingehen. 

18. Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet . daB die 
spezifischen Bindungspartner (5) bioaktive oder biomimische 
Molekule sind. 

19. Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach den Anspruchen 1 und 17 dadurch 
gekennzeichnet . daB die spezifischen Bindungspartner (5) 
Nukleinsauren sind. 

20. Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach den Anspruchen I, und 17 dadurch 
gekennzeicb.net . daB die spezifischen Bindungspartner (5) Proteine 
sind. 

21. Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach den Anspruchen 1, und 17 dadurch 
gekennzeichnet daB die spezifischen Bindungspartner (5) Saccharide 
sind. 

22. Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet . daB die 
leitfahigen Partikel (62) in einer GrdBe von 0,1 bis 5 urn festgelegt 
sind. 
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23. Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach Ansprucli 1 dadurch gekennzeichnet daB die 
leitfahigen Partikel (62) in einer GroBe im Nanometerbereich festgelegt 
sind. 

24. Affinitatssensor fur den Nachweis spezifischer molekularer 
Bindungsereignisse nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet daB die 
leitfahigen Partikel (62) aus Metallclusterverbindungen bestehen. 

25. Verwendung des Affinitatssensors fur den Nachweis spezifischer 
molekularer Bindungsereignisse nach einem der vorstehenden 
Anspriiche dadurch gekennzeichnet daB der Affinitatssensor fur die 
Detektion von komplementar zugehorigen Bindungspartnern (6) in 
Form von Komplexverbindungen eingesetzt wird. 

26. Verwendung des Affinitatssensors fur den Nachweis spezifischer 
molekularer Bindungsereignisse nach Anspruch 25 dadurch 
gekennzeichnet daB der Affinitatssensor fur die Detektion von 
komplementar zugehorigen Bindungspartnern (6) im Form von 
bioaktiven und biomimetischen Molekiilen eingesetzt wird. 

27. Verwendung des Affinitatssensors fur den Nachweis spezifischer 
molekularer Bindungsereignisse nach Anspruch 25 dadurch 
gekennzeichnet , daB der Affinitatssensor fur die Detektion von 
komplementar zugehorigen Bindungspartnern (6) im Form von 
Nukleinsauren eingesetzt wird. 

28. Verwendung des Affinitatssensors fur den Nachweis spezifischer 
molekularer Bindungsereignisse nach Anspruch 25 dadurch 
gekennzeichnet . daB der Affinitatssensor fur die Detektion von 
komplementar zugehorigen Bindungspartnern (6) im Form von 
Proteinen eingesetzt wird. 
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29. Verwendung des Affinitatssensors fur den Nachweis spezifischer 
molekularer Bindungsereignisse nach Anspruch 25 dadurch 
gekennzeichnet daB der Affinitatssensor fur die Detektion von 
komplementar zugehorigen Bindungspartnern (6) im Fonn von 
Sacchariden eingesetzt wird. 

30. Verwendung des Affinitatssensors fiir den Nachweis spezifischer 
molekularer Bindungsereignisse nach einem der vorstehenden 
Anspriiche 1 bis 24, dadurch gekennzeichneL daB der Affinitatssensor 
zum Biomonitoring eingesetzt wird. 

31. Verwendung des Affinitatssensors fur den Nachweis spezifischer 
molekularer Bindungsereignisse nach Anspruch 30 dadurch 
gekennzeichnet daB der Affinitatssensor zur Detektion von Zellen 
eingesetzt wird. 

32. Verwendung des Affinitatssensors fur den Nachweis spezifischer 
molekularer Bindungsereignisse nach Anspruch 30 dadurch 
gekennzeichnet daB der Affinitatssensor zur Detektion von 
Mikroorganismen eingesetzt wird. 

33. Verwendung des Affinitatssensors fiir den Nachweis spezifischer 
molekularer Bindungsereignisse nach Anspruch 30 dadurch 
gekennzeichnet , daB der Affinitatssensor zur Detektion von 
genetischen und mikrobiellen Erkankungen eingesetzt wird. 

34. Verwendung des Affinitatssensors fiir den Nachweis spezifischer 
molekularer Bindungsereignisse nach Anspruch 30 dadurch 
gekennzeichnet , daB der Affinitatssensor zur Detektion der 
Genexpression eingesetzt wird. 

3 5. Verwendung des Affinitatssensors fur den Nachweis spezifischer 
molekularer Bindungsereignisse nach Anspruch 32 dadurch 
gekennzeichnet daB der Affinitatssensor zur Detektion von 
Mikroorganismen in okologischen Populationen eingesetzt wird. 
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36. Verwendung des Affinitatssensors fur den Nachweis speziiischer 
molekularer Bindungsereignisse nach Anspruch 30 dadurch 
pekennzeichnet . dafi der Affiiiitatssensor zur medizinischen Diagnostik 
eingesetzt wird. 
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